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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI 
 
HIV Virus dell’immunodeficienza umana. 
PCR Reazione a catena della polimerasi. 
RCA  Rolling circle amplificatio. 
Bp  paia basi 
SM Sclerosi multipla. 
RM  Risonanza magnetica 
PML  Leucoencefalite multifocale progressiva 





La leucoencefalopatia progressiva multifocale (progressive 
multifocal leukoencephalopathy,PML) venne descritta per la prima 
volta da Astrom nel 1958 come complicanza della chemioterapia 
nei pazienti ematologici (Astrom, et al. 1958). La natura virale 
della malattia venne indicata dapprima dall’osservazione di 
virioni simili ai papovavirus tramite microscopia elettronica nel 
1967 da parte di Zu Rhein.( Zu Rhein et al.;1967) ed il virus fu 
infine battezzato JC (JCV) nel 1971 da Padgett, dalle iniziali del 
primo paziente da cui era stato isolato (Padgett et al; 1971). Il 
genoma di JCV, lungo 5130 paia di basi, fu sequenziato per la 
prima volta nel 1984 da Frisque esso codifica 6 proteine virali (2 
proteine regolatorie precoci, gli antigeni T grande e t piccolo, una 
grande proteina  regolatoria l’agnoproteina e le 3 proteine del 
capside VP1-3). E’ inoltre presente una regione di controllo non-
codificante (noncoding control region, NCCR) che va dall’origine 
della replicazione al sito di inizio del gene dell’agnoproteina 
(Frisque et al.; 1984). Sebbene sia noto da tempo l’agente eziologico 
della PML esistono numerose questioni non ancora risolte sulla 
patogenesi e la diagnosi di questa malattia. Gli scopi di questo 
lavoro sono stati quelli di far luce su alcuni aspetti della diagnosi 
virologica di pazienti affetti da PML studiando nuove strategie sia 
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per amplificare la regione NCCR sia l’intero genoma virale in 
campioni di liquor e/o biopsie cerebrali, ed inoltre di valutare 
sugli stessi pazienti la prevalenza del JCV DNA nel sangue 
midollare. I risultati hanno mostrato che le metodiche di 
amplificazione studiate hanno portato con successo 
all’amplificazione sia della regione NCCR, per la quale 
attualmente non esistono kit commerciali d’amplificazione , sia 
all’amplificazione dell’intero genoma virale. Inoltre risultati 
interessanti sono emersi dalla ricerca del JCV nel sangue midollare 
suggerendo la possibilità che l’esame di tale distretto possa fornire 
utili indicazioni diagnostiche come marcatore per lo sviluppo di 
PML in particolari gruppi di pazienti a rischio. 
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La scoperta del JCV 
 
La leucoencefalopatia multifocale è una malattia neurologica 
progressiva fatale che fu descritta per la prima volta nel 1930  in un 
paziente affetto da demenza (Astrom KE., 2001) ma per lungo 
tempo rimase una patologia sconosciuta. Infatti solo nel 1958 
Astrom e collaboratori descrissero che due pazienti affetti da 
leucemia linfatica cronica e un soggetto affetto da linfoma Hodgkin 
mostravano di condividere sia le caratteristiche cliniche , sia tipiche 
lesioni neuropatologiche post-mortem a livello cerebrale 
riconducibili alle prime descrizioni. Infatti furono osservate, lesioni 
demielinizzanti di diversa grandezza in maniera diffusa nella 
materia bianca e in misura minore, anche nella materia grigia. Le 
lesioni demielinizzanti di piccole dimensioni sembrava che si 
fondessero per formare quelle più grandi, questa caratteristica 
risultò un carattere distintivo rispetto alle altre malattie 
demielinizzanti conosciute a quel tempo. La fusione di lesioni 
multifocali demielinizzanti fu considerato come un processo 
progressivo e quindi, la malattia fu nominata leucoencefalopatia 
multifocale progressiva (Figura 1a). Inoltre un’altra caratteristica 
istopatologica osservata fu la presenza di oligodendrociti con nuclei 
allargati contenente inclusioni intranucleari anfipatiche e la  
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presenza di astrociti anomali bizzarri (Figura 1c) (Amstom KE et al, 
1958).  
Un legame tra le lesioni tipiche della PML e infezione virale fu 
suggerita da Cavanagh nel 1959 (Cavanagh et al., 1959) e nel 1965 
due gruppi indipendenti di ricerca visualizzarono al microscopio 
elettronico la presenza, nelle lesioni demielizzanti cerebrali di 
pazienti affetti da PML, di virioni simili a poliomavirus in forme 
rotonde o filamentose (Silverman et al., 1965; Zurhein et al., 1965). 
Nel 1971 Pdgett dimostrò inequivocabilmente l’eziologia virale 
della PML. Egli isolò in coltura su cellule umane fetali gliali un 
virus simile ai poliomavirus allora conosciuti partendo da tessuto 
cerebrale autoptico del paziente, John Cunningham; il virus fu 
quindi battezzato JC dalle iniziali di questo paziente (Padgett et al., 
1971). 
 
Fig. 1: Neuropatologia nella PML in a) è mostrato il caratteristico pattern 
demielinizzante in cui piccole lesioni si fonfono per formare lesioni più 




Caratteristiche del virione 
Dall’osservazione mediante microscopia elettronica, i virioni 
appaiono come strutture rotonde o filamentose, ed hanno 
dimensioni variabili comprese tra circa 35 e 40 nanometri, sono 
privi di envelope ed hanno una simmetria icosaedrica. Sulle base 
delle caratteristiche morfologiche e del genoma il virus è stato 
classificato nella famiglia Polyomaviridae (Cole et al., 2001). Le 
cellule infette mostrano, anche se in maniera variabile, distribuzioni 
intranucleari di virus ed in particolare molte cellule contengono più 
virus alla periferia rispetto al centro del nucleo. Le forme 
filamentose hanno un diametro di circa la metà rispetto alle forme 
rotondeggianti e sono disposte a cordoni, a spirali o intersperse 
insieme alle forme rotondeggianti. Occasionalmente, si possono 
visualizzare virioni di forma rotondeggiante che mostrano un 
modello perfetto di allineamento, chiamato crystalloid arrays; 
questo modello di allineamento indica che la diffusione virale è 
associata a specifiche strutture intranucleari, piuttosto che essere il 
risultato di virus liberamente fluttuante nel nucleoplasma (Figura. 
2). Nel 1980, Mazlo e Tariska hanno studiato la prima fase di 
replicazione virale mediante microscopia elettronica e 
dimostrarono che la progenie virale appare sempre in prossimità 
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 della membrana interna nucleare dopo allargamento degli 
oligodendrociti infetti (Mazlo e Tariska, 1980).  
 
 
Fig.2: Virioni osservati al microscopio elettronico disposti secondo il 





Il genoma virale è formato da una molecola di DNA circolare a 
doppio filamento di circa 5.1 Kb ed è associato a istoni cellulari 
formando il mini cromosoma cellulare che ha struttura simile alla 
cromatina dell’ospite. La prima sequenza del genoma completo è 
stata determinata nel 1984 da Frisque ed il ceppo fu  denominato 
Mad-1 (5130 bp) (Frisque et al., 1984). La sequenza mostra circa il 
70% di similarità con i poliomavirus SV40 e BK virus, e una 
organizzazione simile in grado di compattare il massimo 
dell’informazione in un piccolo genoma. Questo paradosso è 
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ottenuto mediante l’uso di entrambi i filamenti del DNA e 
utilizzando cornici di lettura genica parzialmente sovrapposte che 
portano alla produzione di più prodotti proteici mediante splicing 
alternativi. Il genoma è diviso funzionalmente in tre regioni : quella 
dei geni precoci, quella dei geni tardivi ed una regione regolatoria 
non tradotta. I geni precoci codificano due proteine regolatorie, 
denominate antigene T grande e antigene t piccolo. Anche se poco 
si sa circa la funzione dell’ antigene t piccolo, l'antigene T grande ha 
dimostrato di essere una fosfoproteina multifunzione che, 
interagendo con diversi proteine cellulari compresi Pura e YB-1 
(Caldarelli et al. 2000; Goddard et al., 1991), può modulare sia 
l'inizio della replicazione del DNA virale che attivazione della 
trascrizione dei geni tardivi. Oltre ai piccoli e grandi antigeni T, il 
genoma virale codifica anche diversi varianti di proteine precoci (t, 
T0135, T0136, eT0165) ottenute da splicing alternativi utilizzando 
diverse cornici di lettura del gene precoce antigene T (Trowbridge 
PW, Frisque RJ., 1995) Queste varianti di antigene T hanno 
dimostrato di interagire in modo differenziale con il gene per il 
retinoblastoma che codifica una proteina onco-soppressore (Berger 
JR., 2007). Inoltre, l’antigene T è oncogeno e la sua espressione può 
indurre lo sviluppo di tumori di origine neurale negli animali da 
esperimento (Gordon et al., 2000)  
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La trascrizione dei geni tardivi è responsabile dell'espressione delle 
tre proteine strutturali, VP1, VP2 e VP3, ognuna delle quali 
partecipa alla formazione del capside virale (Elsner et al., 1992). 
Inoltre, la regione leader delle trascrizioni tardive contiene una 
cornice di lettura aperta che codifica per 71-aminoacidi che formano 
l’agnoproteina una piccola proteina con funzione regolatoria.  
Infine troviamo la regione regolatoria non tradotta (NCCR) che è 




Fig.3: Schematizzazione del genoma virale.  
 
La sequenza di tale regione mostra una marcata diversità e può 
essere divisa in due tipologie,''archetipo''e''neurotropica '.  
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I virus isolati dalle urine di individui sani hanno una caratteristica 
sequenza nota come l'archetipo, che si compone di cinque segmenti 
con le sequenti lunghezze nucleotidiche : 25 , 23 , 55 , 66 , 18 bp 
(Figura. 4). Al contrario, i virus isolati dal sistema nervoso centrale 
hanno la sequenza non tradotta di tipo “neurotropica. Il tipo di 
sequenze neurotropica sembra derivare dall'archetipo mediante 
delezioni e/o duplicazione. La sequenza dell’isolato cerebrale 
prototipo Mad-1 mostra che, i segmenti 23 e 66 bp vengono 
eliminati, mentre i  segmenti 25, 55 e 18 bp sono duplicati, con 
conseguente ripetizione in tandem di 98-bp. Nell’altro isolato 
prototipo cerebrale Tokyo-1 si osserva la delezione di gran parte del 
segmento  di 66 bp mentre, i segmenti di 55 e 18 bp sono duplicati, 
con un unica sequenza d’inserzione di 17-bp (Matsuda et al., 1997). 
La variazione della sequenza dalla struttura archetipo verso quella 
di  tipo neurotropico potrebbe aumentare il tropismo del virus per 
il sistema nervoso centrale. 
  





Il ciclo replicativo del virus JC inizia con l’interazione con il 
recettore cellulare della cellula ospite a cui segue l’ 
internalizzazione del virione, in seguito attraverso i compartimenti 
cellulari si porta nel nucleo dove avviene la trascrizione e la 
replicazione del genoma virale (Figura. 5). Gli studi iniziali hanno 
suggerito che il recettore cellulare che potrebbe mediare 
l’interazione con il JCV possa essere un residuo un residuo N-
terminale all’acido sialico sulla cellula ospite in posizione α (2, 3) 
(Liu et al., 1998), mentre studi più recenti hanno evidenziato che 
JCV può utilizzare un residuo N-terminale dell’acido sialico  sia in 
posizione α-2, 3 che α-2, 6 (Dugan et al., 2008). Il legame del virus 
con l'acido sialico è mediata dalla proteina capsidica pentamerica 
VP1 (Gree et al., 2004).  
Elphick e collaboratori nel 2004 hanno scoperto che il virus può 
utilizzare anche il recettore della serotonina 5-idrossitriptofano (5-
HT) 2A che facilita l’ingresso  del JCV nelle cellule ospiti (Elphick et 
al., 2004). Il recettore della serotonina 5-HT2AR è un recettore che 
appartiene alla famiglia dei recettori della serotonina 5-HT ed è 
caratterizzato strutturalmente da 7 α-eliche transmembrana e per la 
trasduzione del segnale è accoppiato alle proteine G (GPCR). Esso è 
abbondantemente espresso sulle cellule cerebrali in particolare su  
15 
 
quelle neuronali,  gliali  e sulle cellule renali (Bonhaus et al., 1995; 
Bockaert et al., 2006). Dal momento che l'espressione del recettore 
rispecchia il tropismo del JCV, è possibile che l’espressione del 
recettore 5-HT2AR sia una chiave determinante della cellula ospite 
perché si instauri il processo infettivo.  
In seguito all’interazione con i recettori sulla superficie cellulare, il 
JCV entra nelle cellule per endocitosi mediata da clatrina (Pho et al., 
2000) attraverso un meccanismo Eps-15-dipendente. L’entrata del 
JCV richiede anche l'attività della una tirosin-chinasi e porta alla 
attivazione di proteine chinasi attivate da mitogeni (MAPK) ERK1 e 
ERK2 (Querbes et al., 2004). Dopo che il virus entra nelle vescicole 
rivestite da clatrina, si ha la fusione con  gli endosomi precoci e i 
caveosomi (Querbes et al., 2006). 
Il virus una volta all’interno della cellula viene trasportato 
mediante i filamenti intermedi del citoscheletro e dai microtubuli al 
nucleo dove si svolge il resto del ciclo di vita del virus (Ashok et al., 
2003). La proteina VP1 contiene un debole segnale di localizzazione 
nucleare (NLS) (Shishido-Hara et al., 2000) e la localizzazione 
nucleare del virus è più efficiente in presenza delle proteine minori 
del capside VP2 VP3, che contengono anch’esse un NLS (Chang et 
al., 1992; Gasparovic et al.,2006).  
Una volta nel nucleo, la trascrizione del genoma virale si verifica  
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con un ordine temporale ben preciso, prima vengono trascritti i 
geni precoci e dopo quelli tardivi.  
Il promotore del ceppo Mad-1 contiene due coppie di 98 bp 
ripetute, che funzionano in modo bidirezionale per regolare l’ 
espressione dei geni precoci e tardivi. Alcuni studi hanno 
identificato numerosi fattori di trascrizione cellulare, tra cui AP1, 
NF-1, NF-kB, NFAT e YB-1 che si legano alla regione enhancer / 
promoter del JCV e svolgono un ruolo nella regolazione 
dell’espressione virale attraverso l'attivazione o il silenziamento 
genico (Sadowska et al., 2003).  
Il primo gene ad essere trascritto è l’antigene T grande che dirige la 
trascrizione e la replicazione del DNA virale, infatti quando 
l’antigene T è espresso ad alti livelli si può legare all'origine di 
replicazione del DNA, rilassare la struttura superavvolta del DNA 
virale attraverso la propria attività elicasi, e reclutare nella cellula 
ospite la DNA polimerasi che inizia la replicazione del virus. Inoltre 
l’antigene T è in grado di inibire la trascrizione dei geni precoci e di 
iniziare quella dei geni tardivi VP1,VP2,VP3 e l’agnoproteina. Una 
volta tradotte, le proteine del capside si assemblano nel nucleo ed il 





Fig. 5: Ciclo replicativo virale 
 
Risposta immunitaria 
La risposta immunitaria umorale dell’ospite contro il JCV è stata 
ampiamente studiata. Il primo test utilizzato negli anni 70 per 
stimare la sieroprevalenza è stato il test di inibizione 
dell’emoagglutinazione (HI) che si basa sulla capacità del JCV di 
agglutinare in vitro gli eritrociti umani di tipo O. La presenza di 
anticorpi nel siero è messa in evidenza dalla capacità di prevenire 
questa agglutinazione. Utilizzando virioni completi questo test ha 
rilevato, negli Stati Uniti, una sieropositività del 60% nel gruppo di 
età tra 20 e 29 anni (Padgett et al., 1973). Più di recente, con un test 
HI basata su particelle virus-simili contenenti la proteina maggiore 
del capside VP1 Knowles e collaboratori hanno trovato una  
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sieroprevalenza del 50% in Inghilterra e Galles negli adulti tra 60 e 
69 anni di età (Knowles al., 2003). Utilizzando invece un saggio 
quantitativo immunoenzimatico in grado di rilevare gli anticorpi 
IgG in Germania è stata stimata una prevalenza in oltre l’86% dei 
soggetti sani senza la specificazione del gruppo di età (Weber et al., 
1997). Questi invece i risultati di un altro studio statunitense, dove 
la sieroprevalenza del JCV è stata solo del 39% nel gruppo di età 
compreso tra 24 e 30 anni, e del 65% nella fascia di età compresa tra 
65 e 74 anni (Engel set al., 2005). Poiché non esiste un evento clinico 
riconoscibile associato all’infezione primaria, non è chiaramente 
definita la popolazione sieronegativa, e la variabilità di questi 
risultati può essere spiegata da differenze nella tecnologia utilizzata 
dalle popolazioni testate. 
Nei pazienti con PML si ritrovano elevati titoli anticorpali JCV 
specifici nel siero sia in soggetti HIV-positivi che HIV-negativi 
inoltre nei pazienti HIV-positivi è rilevabile la sintesi di anticorpi 
JCV-specifici intra-tecali dopo terapia combinata antiretrovirale 
(HART) (Weber et al., 2001; Giudici et al., 2000). Pertanto, la 
risposta immunitaria umorale da sola non è sufficiente per 
prevenire la riattivazione del JCV, che ha come conseguenza lo 
sviluppo di PML. Quindi, la risposta immunitaria cellulare è 
necessaria per prevenire la riattivazione virale e la proliferazione;  
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inoltre sembra essere mediata da cellule T CD4+ JCV specifiche che 
sono state rilevate nel sangue dei sopravvissuti dalla PML e correla 
con la clearance del JCV dal liquor (Gasnault et al., 2003). Il ruolo 
dei linfociti T citotossici CD8 + (CTL) è stata studiato in dettaglio, 
usando virus JC ricombinanti che esprimono l'antigene T o la 
proteina VP1, o un pool di peptidi sovrapposti che copre l'intera 
proteina VP1. Le cellule CTL riconoscono nelle cellule infette un 
epitotpo di 9 aminoacidi presentato in associazione alle molecole 
dell’antigene leucocitario umano (HLA) di classe I (Du.Pasquier et 
al., 2003). Queste cellule sono distrutte dai CTL, evitando così 
ulteriori diffusione del virus. Lima e collaboratori hanno mappato 
diversi epitopi CTL degli antigeni T e della proteina del capside 
VP1 e nonostante che la proteina regolatrice T sia trascritta nelle 
prime fasi del ciclo virale, essi hanno rilevato una forte risposta 
immunitaria contro la proteina VP1. Inoltre CTL JCV specifici di 
solito sono rilevati nel sangue dei sopravvissuti da PML, e 
raramente nei soggetti che hanno avuto un esito fatale entro un 
anno dalla comparsa della malattia (Lima et al., 2007). Uno studio 
prospettico ha mostrato che l'87% dei pazienti con PML che 
sviluppano precocemente una risposta  CTL JCV specifica  soffre di 
una malattia inattiva sul follow-up, mentre il 82% di coloro che non  
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sono in grado di montare una risposta rapida continuano ad avere 
una malattia attiva nel corso del tempo.  
Evidenze epidemiologiche  
 
Prima della pandemia registrata tra i pazienti con AIDS, l’incidenza 
della PML era di 0,15 casi per milione, mentre con l’AIDS è 
aumentata a 0,6 casi per milione (Holman et al., 1998). Tra i pazienti 
affetti da AIDS, la PML ha un’incidenza tra 3 e 5%, mentre tra i 
pazienti affetti da disturbi linfoproliferativi, si stima che essa vari 
da 0,07% a 0,52 % (Power et al., 2000; Gonzalez et al., 1999). In 
questo range l’incidenza più alta deriva da uno studio condotto su 
pazienti che erano stati trattati con fludarabina, un chemioterapico 
che determina una deplezione dei linfociti-T e conseguentemente la 
possibilità di infezioni opportunistiche simili a quelle riscontrate 








Patogenesi di PML  
La patogenesi della PML può essere suddivisa in 3 fasi: (1) 
l’infezione primaria che risulta asintomatica e difficilmente 
riscontrabile, (2) la latenza del virus all’interno dell’organismo 
ospite e (3) l’alterazione immunologica e molecolare operata dal 
virus a livello del cervello. L’infezione iniziale con il JC virus 
avviene durante le prime fasi di vita e interessa la stragrande 
maggioranza della popolazione; nel 70-80% dei soggetti adulti è 
possibile riscontrare la presenza di anticorpi anti-JC virus. L’esatto 
meccanismo con cui avviene la trasmissione non è ancora noto; 
possibili vie di infezione sono rappresentate dall’apparato 
respiratorio e da quello intestinale. In seguito all’infezione primaria, 
il virus risiede prevalentemente a livello renale in uno stato di 
latenza. Altri siti di latenza sono rappresentati dal midollo spinale e 
dalla milza, in quanto il JC virus presenta un tropismo per i linfociti 
B. Proprio utilizzando i linfociti B come un cavallo di Troia, il JC 
virus dal midollo spinale può passare in circolo e quindi superare la 
barriera ematoencefalica (Tan et al., 2009) (Figura 6). Una volta 
raggiunto il cervello, si attiva la replicazione virale a livello degli 
oligodendrociti con conseguente lisi cellulare e distruzione della 
mielina. Pertanto, la PML è caratterizzata dalla presenza di foci di  
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demielinizzazione con dimensioni che variano da piccoli puntini a 
lesioni di diversi centimetri. Tali lesioni sono diffuse generalmente 
nelle aree subcorticali dell’emisfero cerebrale (Figura 7), meno 
spesso nel cervelletto e nel tronco encefalico e, molto raramente, nel 
midollo spinale. Le lesioni degli oligodendrociti delle aree 
circostanti si presentano con delle grandi anomalie e contengono 
numerosi virioni del JC virus, visibili al microscopio. Queste cellule 
infette vanno incontro a morte per necrosi cellulare rilasciando così 
il virus che, a questo punto può infettare altre cellule determinando 
un aumento della dimensione della zona lesionata (Major et al., 
2010).  
 
Fig. 6: Ipotesi di meccanismo patogenetico alla base della PML (Fonte: 




Fig. 7: Lesione cerebrale da PML (risonanza magnetica assiale)  
 
Manifestazione clinica, diagnosi e trattamento  
La sintomatologia clinica di PML, in genere, è il risultato dell’ 
infezione produttiva di oligodendrociti ed in misura minore degli 
astrociti che corrispondono a deficit neurologici delle aree di 
demielinizzazione nel cervello. I sintomi che si possono presentare 
variano e comprendono: debolezza, deficit sensoriali, disfunzioni 
cognitive, afasia, difficoltà di deambulazione o di coordinamento. 
La malattia di solito non coinvolge i nervi ottici e il midollo spinale. 
È interessante notare che il 18% dei pazienti con PML soffre  anche 
di convulsioni (Lima et al., 2006). Questo è un fatto sorprendente 
perché le convulsioni prendono origine dalla materia grigia 
corticale, mentre la PML è una patologia che coinvolge la materia 
bianca. Tuttavia, i pazienti con convulsioni spesso presentano 
lesioni demielinizzante immediatamente adiacente alla  
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corteccia. Il decorso clinico della malattia, dopo un lento inizio, 
peggiora velocemente nell’arco di settimane o mesi, determinando 
grave disabilità con sintomi come demenza, cecità, paralisi e infine 
coma e morte. Per la diagnosi della PML, il gold standard è 
rappresentato dall’individuazione del danno causato dal virus a 
livello cerebrale mediante biopsia. Tale tecnica, però, risulta molto 
invasiva pertanto la presenza del virus e i danni da esso causato 
sono generalmente ricercati mediante altre tecniche. È possibile 
ricercare la presenza di DNA virale nel liquor tramite PCR 
(Polymerase Chain Reaction), però tale test da solo non è sufficiente 
per diagnosticare una PML, a causa del rischio di falsi negativi. 
Anche attraverso la risonanza magnetica (RM) è possibile ricercare 
le lesioni cerebrali causate dal virus.  
Dal quadro dei sintomi e dei segni clinici risulta però chiaro come 
sia complicato distinguere tramite RM tra una diagnosi di Sclerosi 
Multipla (SM) e una di PML. Diversi studi stanno provando a 
descrivere in maniera dettagliata le caratteristiche delle lesioni 
riscontrate alla risonanza magnetica dell’una e dell’altra patologia 
(Yousry et al., 2006). La principale differenza è rappresentata dai 
bordi della lesione che, nella PML appaiono frastagliati, mentre 
nella SM sono netti. Tuttavia, va precisato che tali differenze non 
sono mai così definite, e sono difficilmente riscontrabili, quindi è  
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abbastanza facile confondere le due diagnosi.  
Attualmente, non esiste un agente antivirale specifico contro JCV; 
alcuni farmaci antivirali sono stati studiati per il trattamento della 
PML. In due studi retrospettivi il cidofovir, agente antivirale 
utilizzato nell’infezione da  citomegalovirus umano (CMV), hanno 
mostrato che il farmaco è in grado di migliorare la sopravvivenza 
dei pazienti con PML HIV-positivi in combinazione con la terapia 
HART (Galsault et al., 2001; De Luca et al., 2001). In un altro studio 
invece condotto su 370 casi l'analisi di efficacia del cidofovir nel 
trattamento dei pazienti con PML HIV-positivi che erano già in 
trattamento HART, non ha mostrato alcun beneficio nella 
sopravvivenza dei pazienti trattati (De Luca et al., 2008). La 
citarabina, un agente chemioterapico che inibisce la replicazione del 
JCV in vitro, è stato associato con stabilizzazione di PML in 7 / 19 
(37%) di pazienti HIV-negativi con leucemia o linfoma. Tuttavia, un 
studio clinico randomizzato controllato con citarabina 
somministrata sia per via endovenosa o intratecale, in pazienti HIV 
positivi con PML non ha mostrato beneficio nella sopravvivenza in 
aggiunta al trattamento con HART (Hall et al., 1998). Più di recente, 
la scoperta che JCV può entrare nelle cellule in coltura tramite il 
recettore per la serotonina 5HT2a, ha permesso l'uso clinico della 
mirtazapina, un bloccante dei recettori della serotonina e ciò  
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sembra aprire nuovi orizzonti terapeutici.  
Infatti Focosi e collaboratori riportano un caso clinico di risposta al 
trattamento con risperidone , un altro inibitore del recettore per la 
serotonina (Focosi et al. 2007). Senza uno specifico agente antivirale, 
l'obiettivo terapeutico attuale per la PML è quello di ripristinare nel 
paziente una risposta immunitaria adeguata per il controllo 
dell'infezione. In pazienti HIV-positivi, questo avviene 
principalmente con l’utilizzo della terapia HART. In pazienti HIV-
negativi, il principale obiettivo terapeutico è quello di ridurre, se 
possibile, i farmaci immunosoppressori, per permettere al sistema 
immunitario adattativo di contenere l'infezione. Tuttavia, nei 
pazienti trapiantati d'organo, tale riduzione aumenta il rischio di 
rigetto del trapianto; pertanto, una strategia migliore potrebbe 
essere quella di aumentare la risposta immunitaria cellulare per 
JCV utilizzando immunoterapie, come ad esempio cellule 
dendritiche (Marzocchetti et al., 2009). 
 
Anticorpi monoclonali e PML  
Ad eccezione dell’attenzione riservata dal mondo medico-
scientifico per la PML negli anni ’80, in seguito all’aumento di casi 
verificatosi tra i pazienti affetti da AIDS, questa malattia è rimasta 
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abbastanza nell’ombra fino al febbraio 2005. In tale data è stato 
ritirato dal mercato statunitense il natalizumab, un anticorpo 
monoclonale approvato per la sclerosi multipla. Infatti, il ritiro dal 
mercato del farmaco, deciso dall’FDA, è avvenuto a seguito di 3 
casi di PML riscontrati in pazienti che avevano partecipato ai trial 
clinici in cui il natalizumab era stato impiegato in associazione ad 
altri immunosoppressori per il trattamento di patologie 
autoimmuni quali la SM (Kleinschmidt-DeMasters et al.,2005; 
Langer-Gould et al., 2005) e il morbo di Crohn. Il natalizumab, a 
seguito di un’analisi e della stima di rischio di PML effettuata da 
Yousry, è stato reintrodotto sul mercato statunitense(Yoursry et al., 
2006), ed è giunto anche su quello europeo. È opportuno ricordare 
che il natalizumab è stato autorizzato, sia in America sia in Europa, 
con la sola indicazione della monoterapia per il trattamento della 
sclerosi multipla a ricadute e remissioni (RRMS) non responsiva 
alla terapia con interferone (trattamento di seconda linea), o come 
trattamento di prima linea nelle sole forme aggressive della 
malattia. La limitazione alla monoterapia derivava proprio dal fatto 
che i 3 casi di PML riscontrati erano avvenuti in pazienti che 
assumevano il farmaco in associazione ad altri immunosoppressori. 
Nonostante tale limitazione, le segnalazioni dei casi di PML nei  
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pazienti che assumevano il natalizumab sono continuate e 
attualmente risultano in crescita (Hartung et al.,2009). Oltre che con  
il natalizumab, anche con altri MAb, quali rituximab ed efalizumab, 
sono stati registrati casi di PML che hanno ispirato diverse azioni 
da parte delle autorità regolatorie. Tali decisioni comprendono la 
segnalazioni del rischio nella scheda tecnica dei farmaci (per 
rituximab e natalizumab), e registri osservazionali per il 
natalizumab, fino ad arrivare al ritiro dal mercato nel caso 
dell’efalizumab.  
Ancora oggi sono diverse le questioni irrisolte riguardo la 
connessione tra PML e MAb. In particolare occorrerebbe definire se 
i casi di PML aumenteranno quando crescerà il numero di pazienti 
trattati con MAb per lunghi periodi e quanti casi occorre attendersi. 
Inoltre, occorre cercare di definire quali sono i pazienti 
maggiormente a rischio e identificare marker predittivi attendibili 
per la malattia. Tra le questioni irrisolte rimane anche il fatto di 
stabilire se la PML può essere considerata una reazione avversa 
tipica di tutta la classe dei MAb.  
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  Popolazione studiata 
 
Per effettuare questo studio sono stati arruolati un totale di 9 
pazienti tra questi 6 con PML erano ricoverati presso la clinica 
ematologica ospedaliera universitaria pisana affetti da linfoma 
non-Hodgkin a cellule-B e in trattamento farmacologico con 
rituximab, mentre un altro paziente ricoverato presso la clinica di 
malattie infettive dell’azienda ospedaliera pisana con PML 
associata ad infezione da HIV è stato utilizzato come controllo 
positivo. Inoltre due pazienti affetti da disordini ematologici, non 
affetti da PML e non trattati farmacologicamente con rituximab, 
ma positivi per il genoma del virus JC sono serviti anch’essi come 
controlli. Le caratteristiche dei pazienti sono riportate in tabella 1 I 
campioni in cui è stato ricercato il JCV-DNA e le tipologie di 
campioni che avevamo a disposizione per ogni paziente sono 
riassunte in tabella 2 
 








FS FL BL CS NE RR GS LL CA 
Biopsia 
cerebrale X X X X X     
Liquor X   X  X X   
Sangue 
periferico X X X X      
Sangue 
midollare X X X X      
urine        X X 





Amplificazione in Real-Time mediante 
Lightcycle 
La metodica di amplificazione di real-time LightCycler  è in grado 
di produrre risultati in una piccola frazione di tempo rispetto ai 
metodi di amplificazione convenzionali. Lo strumento utilizza per 
il riscaldamento e per il raffreddamento l’aria ambiente e poiché 
l'aria ha una capacità termica molto bassa, lo strumento può 
raggiungere una velocità di rampa termica di circa 20 ° C al  
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secondo. Quindi, sia il riscaldamento che il raffreddamento si 
verificano circa dieci volte più velocemente che in un 
termociclizzatore convenzionale 
La reazione di PCR avviene in capillari, di vetro appositamente 
progettati che hanno un ottimo rapporto superficie-volume. Un 
ciclo di amplificazione tipica richiede solo da 30 a 60 secondi  e una 
reazione di amplificazione con 30 cicli di solito è completa in circa 
30 minuti. Per evitare la contaminazione, il capillare è ben chiuso e 
non è necessario aprirlo durante la fase di analisi. 
Lo strumento che è stato utilizzato consente di utilizzare fino a 32 
capillari in un unico ciclo di amplificazione, i capillari sono collocati 
nell’apposito carosello che ruota ciclicamente e nella camera 
termica lo strumento posiziona la punta del capillare nel punto 
focale del gruppo ottico dove un fluorimetro singolo viene 
utilizzato per quantificare i prodotti di amplificazione. Per 
l'eccitazione di fluorescenza, lo strumento utilizza un LED blu, che 
emette luce a 470 nm. In una corsa normale di amplificazione, la 
misurazione di un campione dura solo circa 20 millisecondi. Per la 
specifica amplificazione di una piccola porzione dell’antigene T del 
genoma virale è stato utilizzato il kit commerciale JC Virus r-gene™ 
Primers/Probe che utilizza , per ogni campione, 15 µl di  
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una miscela di reazione contenente i primer e la sonda alla quale 




Metodica di amplificazione della regione NCCR 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è un metodo attraverso il 
quale è possibile amplificare in vitro e in modo esponenziale una 
sequenza di acido nucleico presente in un campione di DNA 
introdotta nel 1985. Questa tecnica presenta il vantaggio di 
garantire un’elevata amplificazione della sequenza di DNA di 
interesse, e perciò, richiede soltanto minime quantità di campione 
per l’analisi. La tecnica prevede la ripetizione ciclica di tre processi: 
il DNA a doppia elica da amplificare viene denaturato ad alta 
temperatura; poi, avviene l’ibridazione con una coppia di 
oligonucleotidi (detti primers) complementari ciascuno ad un’elica 
del DNA denaturato, rispettivamente a regioni poste monte e a 
valle della sequenza da amplificare; la terza ed ultima fase è 
rappresentata dall’azione di una DNA polimerasi termoresistente, 
detta Taq polimerasi ed ottenuta dal batterio Thermus aquaticus. Tale 
enzima usa i primers come innesco e i filamenti di DNA a singola 
elica come stampo per la sintesi del filamento di DNA  
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complementare, che si estendono a partire dal primer. Durante la 
reazione di PCR, ad ogni ciclo la quantità di filamenti di DNA 
raddoppia producendo un incremento esponenziale pari a 2n, dove 
n è il numero di cicli eseguiti. Il prodotto finale della PCR può 
essere visualizzato attraverso la migrazione su un gel di agarosio, 
previa colorazione con bromuro d’etidio. 
La miscela per il primo step di amplificazione della regione NCCR 
è stata così preparata: 
 
Tampone di reazione (10mM Tris-HCl pH 8,2, 50 mM KCl,) 
1,5 Mm MgCl2 
60 pmoli sia del primer TCR1 sia del primer TCR2 
200 µM di ogni desossinucleotide trifosfato (dNTPs) 
2,5 U Taq-DNA polimerasi 
Dopo aver preparato la miscela ed aggiunto 5 µl di DNA virale 
estratto sono stati effettuati 35 cicli di amplificazione in 
termociclizzatori Perkin-Elmer 9600 (Applied Biosystem, Foster 
City, Calif.) con il seguente profilo termico: 
Fase di denaturazione : 94° C per 30 sec 
Fase di appaiamento: 55° C per 30 sec 
Fase di estensione:  72° C per 45 sec 
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Al termine dei 35 cicli la temperatura è stata mantenuta a 72° C per 
15 minuti affinché la Taq polimerasi completasse eventuali 
frammenti tronchi. Per il secondo step di amplificazione sono stati 
trasferiti 5 µl del primo step nella miscela di reazione utilizzando lo 
stesso protocollo, uniche differenze sono state le coppie di primer 
sostituite con la coppia TCR3 e TCR4 che si appaiano all’interno del 
frammento ottenuto nel 1° step di amplificazione e la temperatura 
di appaiamento pari a 56°. Infine 15 µl del prodotto di reazione del 
secondo step sono stati visualizzati ai raggi UV dopo separazione 
elettroforetica su gel di agarosio al 3% in tampone TAE e previa 















Gli amplificati delle biopsie celebrali dei pazienti (FS, BL e FL) e 
due campioni di urine dei pazienti CA e LL ottenuti dalle 
amplificazioni mediante nest-PCR della regione NCCR sono stati 
successivamente analizzati mediante la tecnica del 
sequenziamento, utilizzando il sequenziatore automatico ABI 
PRISM 373 DNA Sequencer (PE, Biosystem) che, pur rifacendosi 
al metodo di Sanger, prevede alcune varianti. Il metodo 
automatico richiede l’uso di dideossinucleotidi marcati con 
fluorocromi diversi a seconda della base azotata contenuti in uno 
stesso tubo di reazione. Nella miscela di reazione sono stati messi, 
dopo opportuna diluizione, la coppia di primer utilizzati per 
amplificare il secondo step della regione NCCR . I campioni, dopo 
che è avvenuta la reazione, opportunamente purificati, vengono 
denaturati, inseriti nel sequenziatore e sottoposti ad 
elettroforesi capillare durante la quale un sensore ottico 
rileva il passaggio di ogni filamento di DNA ed identifica se 
termina con ddA, ddC, ddG o ddT. L’identificazione è resa 
possibile dall’emissione di diversa fluorescenza emessa dai 
fluorocromi corrispondenti ad ogni base in seguito 
all’eccitazione del raggio laser.  
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Rolling circle amplification (RCA) 
Tale metodica utilizza una DNA polimerasi (come quella del fago 
phi29 di Bacillus subtilis) che agisce a temperatura costante e che, 
oltre alle attività di DNA polimerasi e di esonucleasi 3'-5', ha sia 
capacità di strand displacement ("scalzamento" del filamento di 
DNA) sia un'attività enzimatica piuttosto elevata. L'attività di 
esonucleasi della DNA polimerasi phi29 è specifica per la 
degradazione del DNA a singolo filamento e delle estremità 3' non 
accoppiate. L'inclusione di legami fosforotioati resistenti alle 
nucleasi nelle estremità 3' dei primer ne inibisce la degradazione, 
facendo sì che possano aver luogo eventi di priming continui 
durante prolungate reazioni di amplificazione del DNA. 
Diversamente dalla PCR, che necessita di cicli ripetuti a 
temperature elevate per generare uno stampo di DNA a filamento 
singolo, le reazioni di amplificazione condotte con la DNA 
polimerasi phi29 utilizzano la sintesi del DNA con strand 
displacement per generare di continuo lo stampo di DNA a 
filamento singolo, poiché il DNA viene replicato in una reazione 
isotermica. I prodotti dell’ RCA consistono in concatameri di DNA 
a doppio filamento, molecole ad alto peso molecolare lineari, 
osservabili come bande intense su gel di agarosio. 
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Di seguito è riportata la specifica composizione della miscela 
utilizzata per l’amplificazione dell’intero genoma virale. 
 
14 ul  (3 ul estratto+ 11 ul H20)   
  denaturazione 94°C x 3’ ghiaccio 
preparazione mix (6 ul Vol.fin.) in ghiaccio: 
 2 ul Buffer 10X  
1,6 ul dNTPs Stratagene  (conc.fin.tot. 8 mM) 
1 ul random exo-resistant primers  (conc.fin. 25uM) 
1 ul Phi29 DNA polimerasi(10U) 
  0,4 ul H20 RNase free 
Profilo di amplificazione: 
 30°C x 16 h  ghiaccio  65°C x 10’ (inattivazione Phi29DNA 
polimerasi)  controllo su gel agarosio 0,6%  
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Diagnosi virologica di PML 
L’iniziale obiettivo di questo studio è stato quello di valutare la 
presenza del genoma del poliomavirus JC  nelle biopsie cerebrali 
e/o nel liquor di 7 pazienti con presunta diagnosi di PML. In 
particolare 6 soggetti, come descritto nella sezione materiali e 
metodi, erano affetti da linfoma non Hodgkin a cellule B e in 
terapia con l’anticorpo monoclonale rituximab, mentre il settimo 
soggetto era ricoverato presso la clinica di malattie infettive con 
infezione da HIV. Per la determinazione quali-quantitativa del 
genoma virale è stata utilizzata una metodica commerciale di real-
time PCR su apparecchiatura LighCycler (JC Virus r-gene TM 
Primers/Probe; Argene). Tale metodica ricerca la presenza del 
genoma virale amplificando un frammento di 197/198 nucleotidi 
localizzato nel gene che codifica per il large T antigen e la sensibilità 
della reazione è di 1000 copie/mL. Come mostrato in tab 3 per i 
pazienti FS, CS ed NE è stato possibile, data la disponibilità dei 
prelievi, effettuare l’amplificazione  sia nel campione di liquor sia 
nella biopsia cerebrale, mentre per quanto riguarda i restanti 
pazienti l’analisi è stata effettuata solo su un unico tipo di 
campione. I risultati hanno mostrato che è stato possibile 
amplificare il genoma virale in tutti i campioni esaminati ad 
eccezione del paziente NE che è risultato positivo solo nella biopsia  
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cerebrale e negativo nel liquor. Possiamo quindi affermare che, la 
presenza del genoma virale nel sistema nervoso centrale, ha 














Amplificazione nella regione genomica Large T 
Paziente Campione 
Liquor Biopsia 
FS  Pos Pos 
FL ND Pos 
BL ND Pos 
CS Pos Pos 
NE <1000 copie/mL Pos 
RR Pos ND 
GS Pos ND 
Tab. 3:  Risultati ottenuti dall’amplificazione in real-time di 




Sviluppo della metodica di amplificazione della 
regione NCCR 
Lo studio è proseguito concentrandoci sull’analisi, negli stessi 
campioni, di una regione genomica virale particolarmente 
interessante e potenzialmente in grado di poterci fornire indicazioni 
utili sui meccanismi patogenetici del virus. La porzione genomica 
che è stata presa in esame è una regione di controllo non codificante 
(noncoding control region, NCCR) che è localizzata in prossimità 
dell’origine di replicazione e termina al sito d’inizio del gene 
dell’agnoproteina.  
Lo studio e la messa a punto della metodica di amplificazione ha 
previsto diverse fasi, innanzitutto sono state scaricate dal sito della 
banca dati (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  69 sequenze 
di genomi completi appartenenti al virus JC. Le diverse sequenze 
sono state distinte in base al distretto anatomico da cui erano state 
isolate (urinario o cerebrale) ed allineate mediante il software 
BioEdit. Dopo aver ottenuto l’allineamento, tutte le sequenze sono 
state tagliate in prossimità della regione NCCR, in particolare tra il 
nucleotide 4850 e il nucleotide 460. 
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All’interno di questa regione sono state studiate le sequenze dei 
primer per amplificazione della regione bersaglio. I criteri utilizzati 
per lo studio dei primer sono stati: 
 esclusione di terminazioni con le coppie di basi AT o GC che 
si possono ripiegare 
 sequenze palindromiche all’interno o all’estremità 
 terminazioni complementari nella coppia di primers 
 terminazioni al 3’ con G o C che favoriscono la formazione di 
legami più forti 
 temperature di melting omogenee per le coppie di primers 
Tenendo conto di questi criteri sono state disegnate, utilizzando il 
software Primer Premier, diverse coppie di primer che sono state 
successivamente utilizzate per l’amplificazione in nested-PCR del 
frammento. Dopo diverse prove sono state selezionate due coppie 
di primer la cui sequenza e posizione rispetto al genoma dell’ 








Per ottimizzare la reazione di nested-PCR che ha portato 
all’amplificazione della regione NCCR è stata utilizzata per il primo 
step e per il secondo step di amplificazione una miscela di reazione 
la cui composizione finale è riportata in dettaglio nella sezione di 
Materiali e Metodi; il componente principale a cui è stata rivolta 
attenzione è stato il magnesio infatti la concentrazione di magnesio 
è senza dubbio il fattore più critico di tutta la PCR. Questo 
parametro deve essere oggetto d'una attenta procedura 
d'ottimizzazione in quanto può variare anche se si utilizzano 
diversi primer per amplificare una medesima regione di DNA. La 
presenza di magnesio condiziona l'attività della polimerasi, 
l'ibridizzazione dei primer ed aumenta la temperatura a cui il DNA 
stampo si denatura. Vista la grande importanza del magnesio, 
bisogna prestare attenzione a che nella soluzione di reazione non 
sussista un'eccessiva quantità di agenti chelanti (es:EDTA) o di 
gruppi carichi negativamente (es: gruppi fosfato) in quanto 
entrambi possono catturare il magnesio presente rendendolo non 
disponibile. Per allestire questa metodica specifica per 
l’amplificazione della regione virale sono state allestite diverse 
miscele di reazione contenenti quantità progressivamente scalari di 
magnesio che sono variate da un minimo di 0.05 mM ad un  
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massimo di 2 mM (il più delle volte si utilizza magnesio 1,5 mM).  
Al fine di evitare contaminazioni sono stati utilizzati dei controlli 
negativi sia in fase di estrazione che di amplificazione, per 
verificare invece la validità della reazione sono stati utilizzati dei 
controlli positivi.  La metodica applicata alle biopsie celebrali dei 
pazienti (FS, BL e FL) e a due campioni di urine dei pazienti CA e 
LL, utilizzati come controlli positivi, ha portato con successo 
all’amplificazione del frammento d’interesse in tutti i campioni 
esaminati. 
 
Fig.1: Immagine del gel di agarosio ottenuto dopo separazione 
elettroforetica degli amplificati. 
Linea 1  campione LL 
Linea 2  campione CA 
L  Marker molecolare 100 bp 
Linea 3  campione  FS 
Linea 4  campione BL 
Linea 5  campione FL 
Linea 6  controllo negativo 
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Sequenziamento del frammento NCCR 
Per verificare la specificità della reazione di amplificazione della 
regione NCCR del genoma virale e per caratterizzare 
molecolarmente tale regione i frammenti ottenuti dalla nested- PCR 
sono stati sequenziati. In particolare sono stati esaminati gli 
amplificati provenienti delle biopsie cerebrali dei pazienti FS, BL e 
FL e i due amplificati proveniente dalle urine dei pazienti LL e CA. 
Per la reazione di sequenza è stato utilizzando il kit commerciale 
Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystem) e 
successivamente per la lettura della sequenza è stato utilizzato il 
sequenziatore automatico capillare ABI 373(AB). Le sequenze 
ottenute sono state confrontate con quelle presenti in banca dati e i 
risultati come riportato in Tabella 3 hanno mostrato una ottima 
specificità della reazione e la possibilità di poter distinguere tra 
isolati provenienti dal distretto urinario da quelli provenienti dal 








Analisi filogenetica della regione NCCR del 
genoma  virale 
Le sequenze ottenute dall’amplificazione della regione NCCR delle 
biopsie celebrali e delle urine sono state sottoposte ad un’analisi 
filogenetica effettuata mediante l’utilizzo del software DAMBE. Per 
effettuare tale studio, le nostre sequenze sono state confrontate con  
61 sequenze depositate in banca dati di cui 16 appartenenti a 
campioni prelevati dal sistema nervoso centrale e 45 provenienti 
dal distretto urinario. Il metodo scelto per l’analisi è stato il 
Neiburg-Joining ed i risultati hanno mostrato che la maggior parte 
delle sequenze derivanti dal sistema nervoso centrale si 
raggruppano in una porzione ben delimitata dell’albero filogenetico 
mentre le restanti sequenze urinarie si raggruppano e si collocano 
in una porzione nettamente separata e filogeneticamente distante. 
Inoltre le sequenze dei nostri isolati sia urinarie sia derivanti dal 
distretto cerebrale si dispongono nelle porzioni dell’albero occupate 








Arrangiamento della regione NCCR del JCV 
negli isolati cerebrali rispetto all’archetipo 
Le sequenze provenienti dall’amplificazione della regione NCCR 
ed appartenenti ai campioni tissutali cerebrali dei pazienti FS, BL e 
FL e le due sequenze urinarie appartenenti ai pazienti CA e LA 
sono state utilizzate per lo studio dell’arrangiamento genico di tale 
regione che contiene al suo interno numerosi siti di legame per 
fattori di trascrizione cellulare. In accordo con numerosi studi 
(Yogo et al., 1990 ; Yogo et al, 2001) i nostri isolati urinari dei 
pazienti CA e LA hanno mostrato un’organizzazione genica di 
compatibile con l’archetipo. Tale organizzazione è infatti lineare e 
prevede che l’origine di replicazione sia seguita dai segmenti da A 
fino ad F in singole copie; al contrario le sequenze cerebrali 
appartenenti ai pazienti affetti da PML hanno mostrato 
un’organizzazione di tale regione genica molto diversa. Come 
mostrato in fig 3 le tre sequenze hanno sia evidenti delezioni, sia 
sequenze tandem ripetute oppure entrambi gli eventi associati. 
Caratteristica comune dei nostri isolati cerebrali è quella di poter 
essere classificati come NCCR di tipo II poiché presentano, come il 
prototipo dell’isolato cerebrale GS/k (n° accesso banca dati: 
AF004349.1) una singola TATA BOX all’interno del segmento A  
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Loeber et al., 1988). Analizzando invece ogni singolo arrangiamento 
possiamo notare che la regione NCCR appartenete al paziente BL è 
l’unica in cui è completamente deleto il segmento D e presenta 
grosse delezioni nei frammenti C ed E al contrario è esattamente 
duplicato il segmento B e i  segmenti F1 e F2 non presentano 
duplicazioni e/o inserzioni. Per quanto riguarda l’analisi sul 
paziente FL possiamo affermare che ha un’organizzazione ancora 
più complessa infatti solo il segmento A, contenete la TATA BOX,  è 
presente in copia unica e completa,  mentre il segmento B  è 
rappresentato in triplice copia di cui solo una ha l’intera sequenza 
dell’archetipo, la sequenza del segmento C è presente 4 volte ma 
mai in maniera completa,  il tratto D, E ed F2  sono presenti 2 volte 
ma con sequenza fortemente deleta mentre il segmento F1 è 
completamente assente. La regione NCCR del paziente FS mostra 
invece un arrangiamento intermedio rispetto ai precedenti  si 
evidenzia  infatti la ripetizione dei segmenti B,C,D,E  di cui però 
solo il segmento C è una vera duplicazione i restanti sono presenti 
in duplice copia ma con evidenti delezioni,  infine i segmenti F1 ed 
F2 sono in singola copia ma entrambi deleti. Da quest’analisi 
possiamo inoltre notare che i tre pazienti non hanno un pattern di 
arrangiamento genico comune  e che probabilmente il trattamento 
con il farmaco rituximab non sembra aver indotto, almeno nella  
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Fig.3: In figura sono riportate delle schematizzazioni della 
regione NCCR dei nostri amplificati rispetto all’archetipo. 
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Amplificazione dell’intero genoma virale tramite 
la metodica rolling circle amplification  
Per avere a disposizione l’intero genoma del JCV e dimostrare che 
il virus si trova intatto e non frammentato nei tessuti, è stato 
utilizzato un nuovo ed innovativo metodo, alternativo alla PCR 
classica denominato Rolling Circle Amplification (RCA). Tale 
tecnica consente di amplificare tutto il DNA circolare presente nel 
campione esaminato; e si basa sulla replicazione, secondo il 
modello rolling circle, di molecole di DNA circolari a singolo 
filamento.  
La metodica è stata quindi ottimizzata per l’amplificazione 
dell’intero genoma virale, ed applicata a un campione tissutale 
(biopsia cerebrale del paziente BL) risultato positivo sia 
all’amplificazione nella regione genica Large T Antigen sia nella 
regione NCCR del JCV. L’estratto del DNA virale (DNA MiniKit, 
Qiagen) è stato sottoposto ad amplificazione mediante RCA (per la 
composizione specifica della vedere sezione materiali e metodi) ed 
è stato così ottenuto il genoma virale completo. Il prodotto di 
amplificazione è stato purificato e concentrato con appositi filtri. 
Successivamente, dato che con l’RCA viene amplificato tutto ciò che 
è circolare, per ottenere il genoma lineare completo di JCV, separato  
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dai restanti prodotti di amplificazione, è stata effettuata una 
digestione enzimatica sul prodotto rolling. Per la digestione è stato 
utilizzato l’enzima di restrizione BamHI, che taglia una sola volta 
tutti gli isolati di JCV: ciò che si è osservato è stata, come atteso, una 
banda all’altezza di circa 5000 paia di basi, corrispondente alla 
lunghezza dell’intero genoma virale. La banda è stata dunque 
estratta dal gel (GenElute Extraction Kit, Sigma), e concentrata fino 
ad un volume di 15 ul. Per verificare la specificità 
dell’amplificazione è stata effettuata la PCR qualitativa sul 
materiale estratto, utilizzando come primer senso ed antisenso: 
TCR-1 e TCR-2  (per il I° step) e TCR-3 e TCR-4 (per il II° step) che 
come detto in precedenza amplificano la regione virale NCCR. 
Controllando su gel di agarosio, si è osservato, come atteso, il 
frammento amplificato all’altezza corrispondente. Successivamente 
tale frammento è stato sequenziato e il confronto della sequenza 
amplificata con quelle disponibili nella banca dati ha permesso di 
determinare sia i livelli di variabilità sia di individuare eventuali 
mutazioni e/o fenomeni di ricombinazione. Tale confronto ha 
confermato l’appartenenza della sequenza ad uno degli isolati virali 
di JCV: ed ha mostrato una percentuale di omologia del 93% con 







Fig.4: Schema della procedura effettuata per amplificare l’intero 
genoma mediante la metodica RCA 
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Ricerca del genoma virale in campioni di sangue 
midollare 
Come noto dalla letteratura, il JCV è in grado di infettare cellule 
progenitrici del sistema ematopoietico presenti nel midollo osseo, 
alcuni dei cui discendenti sono stati implicati nel traffico del virus 
dal sangue periferico all’encefalo (Monaco, M.C.G., et al., 2001; 
Hou, J., P. et al., 2006). Recentemente, la mobilitazione di questi 
precursori ematopoietici infettati dal midollo osseo al sangue 
periferico è stata proposta per spiegare l’aumentata incidenza di 
PML nei pazienti con sclerosi multipla trattati con l’anticorpo 
monoclonale natulizimab (Zohren, F. et al., 2008) che è in grado di 
rompere le interazioni che trattengono la cellula staminale 
ematopoietica a livello midollare. Un effetto mobilizzante simile è 
stato ipotizzato anche per l’anticorpo monoclonale rituximab (de 
Latour, R., et al., 2007; Kim, M., et al., 2007). Partendo da queste 
premesse è stato interessante ,data la disponibilità di tali campioni, 
ricercare il genoma del JCV nel sangue midollare dei pazienti FS, 
CS, FL e BL  tutti trattati con  l’anticorpo rituximab; inoltre per due 
di essi avevamo a disposizione diversi prelievi di sangue midollari 
sequenziali. La ricerca del genoma è stata effettuata utilizzando 
una real-time commerciale che amplifica un frammento genico  
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all’interno del gene large T. Come descritto in Tab 4  in tutti i 
pazienti è stato amplificato il genoma nel distretto midollare;  
inoltre i pazienti FS e CS, per i quali erano disponibili  più prelievi 
sequenziali, sono risultati positivi solo alcuni campioni di sangue 
midollare suggerendo che probabilmente la presenza del virus in 
questo distretto può essere intermittente e/o a titoli fluttuanti. 
 
 




Risultati ancora più interessanti sono emersi quando è stata 
confrontata, nell’ambito dello stesso paziente, la presenza del 
genoma virale nel distretto midollare rispetto ad altri distretti 
corporei. In particolare come mostrato in fig 5 in cui sono stati 
esaminati campioni di sangue periferico, liquor e biopsia cerebrale, 
ed emerge che in tutti i soggetti esaminati il genoma virale 
compare prima a livello midollare e successivamente nel sangue 
periferico e nel sistema nervoso centrale. E’ inoltre interessante 
notare che nel soggetto FS, unico caso che affetto da PML ha 
risposto alla terapia con risperidone, il genoma virale venga 
eliminato dal distretto midollare, suggerendo la possibilità che 
l’esame di tale distretto possa fornire utili indicazioni diagnostiche 
come marcatore per lo sviluppo di PML in particolari gruppi di 






























































La leucoencefalopatia multifocale progressiva (PML) è una malattia 
progressiva demielinizzante che è quasi esclusivamente associata 
con sottostante immunodeficienza cellulare (Weber T.et al., 1997). 
Questa patologia è stata descritta per la prima volta nel 1950 in un 
paziente con leucemia linfocitica cronica (LLC). Si tratta inoltre 
dell’unica patologia umana demielinizzante in cui è stata 
dimostrata l’eziologia virale; infatti nel 1965 furono identificati, 
tramite microscopia elettronica, particelle virioniche filamentose 
e/o rotondeggianti simili a poliomavirus (Silverman et al.; 1965 
Zurhein et al.; 1965). La conferma definitiva si ebbe nel 1971 con la 
propagazione dei virioni in coltura partendo da tessuto cerebrale 
autoptico del paziente JC dalle cui iniziali ha preso il nome il virus 
(Padgett et al., 1971). I sintomi e i segni clinici della PML sono 
aspecifici essa spesso progredisce lentamente, con graduale perdita 
delle funzioni mentali e disturbi della visione e del linguaggio; 
anche le funzioni motorie possono essere interessate e 
rappresentano il segno più evidente della malattia. Il decorso 
clinico, dopo un lento inizio, peggiora velocemente nell’arco di 
settimane o mesi, determinando grave disabilità con sintomi come 
demenza, cecità, paralisi e infine coma e morte. 
60 
 
Originariamente la PML era considerata una malattia quasi 
esclusivamente associata a pazienti affetti da LLC (leucemia 
linfatica cronica), linfoma di Hodgkin e sarcoidosi, oggi la più 
comune condizione predisponente è rappresentata dall’AIDS (Tyler 
et al.; 2008). Recentemente però sta emergendo una probabile 
associazione tra insorgenza di PML e una categoria di pazienti 
trattati con anticorpi monoclonali come rituximab, impiegato 
soprattutto nei disordini ematologici, natulizimab impiegato nel 
trattamento della sclerosi multipla e del morbo di Crohn e 
l’efalizumab somministrato a pazienti con psoriasi. Inoltre 
attualmente esistono ancora numerose questioni non risolte sulla 
patogenesi e la diagnosi di questa fatale malattia per la quale  non è 
disponibile alcun trattamento specifico. 
Partendo da queste premesse il lavoro di tesi ha avuto come scopo 
principale quello di cercare di migliorare la diagnosi virologica 
molecolare di PML cercando di individuare e progettare 
l’amplificazione di diverse regioni genomiche del virus JC, che 
fossero anche in grado di fornirci eventuali indicazioni sia sui 
possibili meccanismi patogenetici sia sull’evoluzione della malattia. 
Altro interessante aspetto che è stato affrontato è stato quello di  
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capire se sia possibile individuare dei markers predittivi di 
sviluppo di PML in particolari soggetti a rischio. 
Per tali scopi sono stati analizzati diverse tipologie di campioni 
biologici appartenenti a 7 soggetti che hanno sviluppato PML, di 
cui 6 erano affetti da linfoma non Hodgkin a cellule B in 
trattamento con l’anticorpo monoclonale rituximab mentre il 
settimo soggetto presentava immunodeficienza causata dal virus 
HIV. L’iniziale diagnosi virologica di PML per tutti i soggetti è stata 
effettuata con una metodica commerciale (JC Virus r-gene TM 
Primers/Probe; Argene) su campioni di liquor e/o biopsia 
cerebrale che amplifica una piccola porzione all’interno del gene 
virale large T. I risultati hanno mostrato che la metodica ha una 
ottima sensibilità nei campioni tissutali mentre per quanto riguarda 
i campioni di liquor, nel caso specifico il campione del soggetto NE, 
non ha fornito i risultati attesi. Questa discordanza di risultati nelle 
due tipologie di campioni è stata osservata anche in altri studi 
(Landry et al. 2008)  e potrebbe essere dovuta, almeno in alcuni casi, 
alla bassa carica del virus presente nel liquor. Quindi una negatività 
del genoma virale nel liquor non ci consente di escludere la 
patologia, soprattutto nei casi in cui sono presenti sia i sintomi 
clinici sia le immagini radiologiche demielinizzanti sospette di  
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PML. In questi casi è quindi opportuno ricorrere, alla ricerca del 
genoma virale nella biopsia cerebrale nonostante l’invasività del 
metodo. 
In seguito alla conferma virologica di PML lo studio è proseguito 
concentrandoci sull’analisi della regione genomica virale NCCR. 
Infatti questa porzione genomica è da tempo oggetto d’interesse per 
la presenza al suo interno sia di numerosi siti di legame per fattori 
che regolano la replicazione virale sia perché sede di complessi 
fenomeni di arrangiamento genico. Attualmente però non sono 
disponibili kit commerciali che amplificano tale regione per cui  è 
stata progettata e messa a punto una strategia di amplificazione di 
tale porzione. L’applicazione del metodo ha portato ad ottimi 
risultati sia nei campioni tissutali sia sui campioni di urine utilizzati 
come controlli positivi. Le difficoltà che possono presentarsi con 
questa amplificazione sono legate all’interpretazione dell’altezza 
della banda visualizzata dopo la corsa elettroforetica. Infatti in 
alcuni casi l’altezza dell’amplificato potrebbe non coincidere 
esattamente con quella teoricamente calcolata sull’isolato di 
riferimento; il motivo di tale differenza non è dovuto 
all’amplificazione di frammenti genomici aspecifici ma è spiegabile, 
soprattutto nei campioni prelevati dal sistema nervoso centrale, 
dalla presenza all’interno di tale regione di parziali duplicazioni, 
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 inserzioni o delezioni che possono portare ad amplificati di diversa 
lunghezza. A riprova di quanto detto gli amplificati ottenuti dalle 
biopsie e dalle urine, anche di altezze differenti rispetto a quella 
attesa, sono stati sequenziati ed i risultati hanno dimostrato che non 
erano presenti aspecifici. Inoltre il confronto tra le nostre sequenze 
con quelle di alcuni ceppi presenti in banca dati ha fornito valori di 
alta identità (85-98%) e, cosa assai più interessante, ha permesso di 
capire il distretto anatomico da cui proveniva il virus isolato. Infatti, 
risultati in tal senso sono emersi dall’analisi filogenetica effettuata 
sulle sequenze: il confronto con gli isolati della banca dati nella 
regione NCCR derivanti dal distretto urinario e da quello cerebrale 
ha evidenziato che gli isolati provenienti dal distretto urinario sono 
molto simili tra di loro ma si distinguono nettamente dalle 
sequenze derivanti dal sistema nervoso centrale che al contrario 
mostrano una discreta variabilità.  
Numerosi studi hanno affrontato la questione di un possibile ruolo 
svolto dall’arrangiamento genico della regione NCCR nella 
patogenesi della PML. Infatti sappiamo dalla letteratura che la 
regione genomica presente negli isolati urinari e denominata 
archetipo, è suddivisa convenzionalmente in 6 regioni da A a F  ed 
è altamente conservata tra tutti gli isolati provenienti dal distretto 
urinario, al contrario gli isolati che provengono dal sistema nervoso  
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centrale mostrano consistenti delezioni o duplicazioni  nelle 6 
regioni (Agostini et al., 1997). Queste notevoli differenze tra gli 
isolati provenienti dai due distretti ha dato luogo all’ipotesi che gli 
arrangiamenti genici della NCCR potessero essere coinvolti nel 
processi patogenetici.  
Per valutare tale ipotesi lo studio è proseguito con l’analisi 
molecolare degli arrangiamenti presenti nella regione NCCR degli 
isolati cerebrali rispetto all’archetipo. I risultati delle analisi 
condotte su 2 isolati urinari di pazienti non affetti da PML hanno 
confermato, in accordo con la letteratura, che la loro organizzazione 
genica è del tutto sovrapponibile alla sequenza archetipo. Al 
contrario la sequenza della regione NCCR appartenente agli isolati 
cerebrali dei 3 pazienti con PML mostra ricorrenti delezioni e/o 
duplicazioni che appaiono però uniche e specifiche per ogni singolo 
soggetto. Ciò ha reso impossibile l’individuazione di un pattern 
comune e di un trend che potesse essere riconducibile al 
trattamento farmacologico con l’anticorpo monoclonale rituximab. 
Questi risultati sono in accordo con un recente studio condotto su 
pazienti affetti da PML e in trattamento terapeutico con l’anticorpo 
monoclonale natulizumab (Reid et al.,2011).  
Possiamo però notare che probabilmente le inserzioni o le delezioni 
hanno una diversa importanza a seconda del segmento interessato;  
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infatti il paziente BL mostra la completa delezione del segmento D 
al cui interno è contenuta la sequenza per il legame del fattore di 
trascrizione cellulare Sp-1 ma probabilmente compensa tale 
delezione duplicando il segmento B che contiene anch’esso una 
sequenza di legame per lo stesso fattore di trascrizione. Al contrario 
un’altra osservazione emerge dall’ arrangiamento presente nel 
paziente FL in cui si osserva la completa delezione del segmento F1 
la cui sequenza non sembra essere vicariata da duplicazioni di altri 
segmenti e ciò potrebbe suggerire che tale porzione non è 
indispensabile per la regolazione della replicazione virale.  
Un altro aspetto che è stato affrontato in questo lavoro ha 
riguardato lo studio di un diverso approccio per l’amplificazione 
dell’intero genoma virale. La metodica di base che è stata utilizzata 
fu applicata da Dean nel 2001 per l’amplificazione di plasmidi ed è 
denominata RCA (Dean et al., 2001). Questa tecnica di 
amplificazione a cerchio rotante mima il naturale meccanismo di 
replicazione con cui alcuni virus, tra cui il JCV, riproducono il loro 
genoma circolare. La metodica è stata modificata e resa specifica 
per la ricerca del JCV-DNA ed in seguito è stata applicata alla 
biopsia cerebrale del paziente BL. L’utilizzo di questa 
amplificazione ha fornito ottimi risultati dimostrando  che il DNA 
virale si trova integro nel sistema nervoso centrale e quindi in  
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grado di poter replicare; inoltre tale metodica potrebbe essere 
utilizzata in quei casi in cui nonostante si abbia il forte sospetto 
clinico di PML la nested-PCR classica non abbia dato esito positivo. 
Nel nostro studio sarebbe stato interessante (ma per la scarsità del 
campione non è stato possibile) applicare l’amplificazione RCA al 
campione di liquor del paziente NE, che come già detto,  è risultato 
negativo con l’amplificazione classica.  
Dopo la diagnosi l’altro argomento cruciale che è stato affrontato 
riguarda un aspetto della patogenesi; infatti non è ancora 
completamente noto come il virus, che latentizza a livello renale, 
riesca a raggiungere il sistema nervoso centrale dove instaura una 
infezione produttiva. Dalla letteratura sappiamo che la diffusone 
per via ematogena è la modalità forse più probabile. Infatti, negli 
individui sani di solito il JCV-DNA non è rilevabile nel sangue, 
mentre diversi studi hanno dimostrato la presenza del DNA virale 
nei leucociti del sangue periferico e/o nel plasma di persone 
immunodepresse (Monaco et al., 1998; . Koralnik et al., 1999; 
Monaco et al., 1996; Atwood et al., 1992). Tuttavia, non sappiamo 
con certezza il fenotipo delle cellule che trasportano il JCV nel 
sangue, infatti il virus è stato trovato in associazione con le cellule B 
e con altre sottopopolazioni di leucociti ( Koralnik et al., 1999). Il 
JCV è anche in grado di infettare cellule progenitrici del sistema  
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ematopoietico presenti nel midollo osseo, alcuni dei cui discendenti 
sono stati implicati nel traffico del virus dal sangue periferico 
all’encefalo (Monaco et al., 2001) Infatti nel 1988, Houff e colleghi 
hanno dimostrato per primi la presenza delle proteine del capside e 
del JCV DNA nelle cellule mononucleari del midollo osseo di due 
pazienti affetti da PML (Houff et al., 1998). Successivamente, la 
presenza del JCV DNA è stata segnalata nelle tonsille (Monaco et 
al.; 1998), così come in dodici campioni di sangue midollare di 
pazienti con PML (Houff et al.; 1998; Monaco et al.; 1998, Katz et al.; 
1994. Più recentemente, il potenziale ruolo del midollo osseo come 
serbatoio di JCV è stato messo in evidenziata dalla presenza del 
virus in quattro pazienti con sclerosi multipla e in uno con malattia 
di Crohn trattati con il farmaco immunomodulatore natalizumab, 
che hanno sviluppato PML (Langer-Gould et al., 2005; 
Kleinschmidt-DeMasters  et al.,2005 ; Van Assche et al., 2005). 
Infatti il natalizumab blocca le α4 integrine e promuove il rilascio di 
leucociti immaturi dal midollo osseo nel sangue e l’ipotesi che è 
stata formulata è che queste cellule immature possano essere 
infettate da JCV ( Ransohoff  et al., 2005; Ransohoff et al., 2007). 
Quindi nel tentativo di comprendere meglio il ruolo che il midollo 
osseo potrebbe svolgere nei meccanismi patogenetici della PML è  
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stato ricercato il genoma virale nel distretto midollare dei pazienti 
GS, FL, CS e BL.  
I risultati hanno mostrato che il DNA virale è presente a livello 
midollare in tutti i soggetti analizzati e che l’infezione da JCV in 
questo distretto potrebbe avere un andamento fluttuante 
probabilmente legato al grado di immunodepressione del soggetto.  
Inoltre dal confronto, nell’ambito dello stesso paziente, tra la 
presenza del genoma virale nel distretto midollare rispetto ad altri 
distretti corporei (liquor, sangue periferico) emerge che in tutti i 
soggetti esaminati il genoma virale compare prima a livello 
midollare e successivamente nel sangue periferico e nel sistema 
nervoso centrale, suggerendo  che, in particolari gruppi di pazienti 
a rischio, la presenza del JCV DNA a livello midollare potrebbe 
essere considerato un marker prognostico negativo per lo sviluppo 
di PML. 
Concludendo in questo lavoro di tesi sono stati affrontati diversi 
aspetti riguardanti la diagnosi virologica molecolare di PML 
cercando di ottimizzare l’amplificazione di regioni genomiche il più 
possibile informative dal punto di vista patogenetico. 
 Inoltre da questo studio emerge anche la possibilità che il 
monitoraggio del distretto midollare in particolari gruppi di 
soggetti possa fornire al clinico utili informazioni per discriminare  
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quei pazienti maggiormente a rischio di sviluppare PML. 
Ovviamente, affinchè questa  possibilità divenga reale saranno 
necessari ulteriori e più approfonditi studi di validazione su 
casistiche più consistenti di pazienti.  
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